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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
ACC   Acetilkoencim A karboksilaza 
 
ALAD   delta-aminolevulinična kislina dehidrataza 
 
AMPK  Adenozinmonofosfat-aktivirana protein kinaza 
 
BAA    Benzoil–L–arginin amid 
 
DMSO  Dimetilsulfoksid  
 
EC50   Efektivna koncentracija 50 
 
FF   Fenformin 
 
IC50   Inhibitorna koncentracija 50 
 
NaOAc pufer   Acetatni pufer 
 








Vpliv kovinskih ionov in bigvanidnih kompleksov na aktivnost 
katepsina K 
Povzetek: Katepsin K spada v družino papainu podobnih človeških cisteinskih proteaz s 
katalitično diado v obliki ionskega para Cys−His+. Izraža se predvsem v osteoklastih in 
ima ključno vlogo pri procesu preoblikovanja kosti zaradi sposobnosti cepitve kolagena 
tipa I in II ter drugih proteinov zunajceličnega matriksa. Regulacija proteolitične 
aktivnosti je pomembna za normalno delovanje organizma. Prekomerna aktivnost 
katepsina K je povezana z osteoporozo, osteoartritisom in revmatoidnim artritisom, zato 
inhibitorji, ki bi povrnili optimalno aktivnost, predstavljajo potencialna zdravila za zgoraj 
naštete bolezni. 
Bigvanidi tvorijo stabilne komplekse s kovinskimi ioni kot N,N–bidenatni ligandi. 
Posebej zanimiv bigvanid v kontekstu inhibicije cisteinskih katepsinov je fenformin (N-
feniletilbigvanid), ki se je včasih uporabljal kot zdravilo za diabetes tipa II. S primerjavo 
struktur sintetičnega substrata proteaz benzoil–L–arginin amid (BAA) in fenformina v 
kompleksu s kovinskim ionom lahko sklepamo, da  se fenilna skupina fenformina veže 
na vezavno mesto S2 na encimu, ki pomembno vpliva na moč vezave substrata pri 
cisteinskih katepsinih, kovinski ion pa interagira s katalitično diado. 
V diplomskem delu smo določili vpliv cinkovih(II) ionov in svinčevih(II) ionov v 
kombinaciji z bigvanidom fenforminom na aktivnost katepsina K. Z merjenem začetnih 
hitrosti hidrolize fluorogenega substrata Z-FR↓AMC smo določili vrednost EC50 za 
fenformin in vpliv dodatka fenformina na EC50 vrednosti cinkovih(II) in svinčevih(II) 
ionov. Ugotovili smo, da je fenformin hiperbolični inhibitor katepsina K in poveča 
inhibitorni učinek svinčevih(II) ionov. Pri inhibicij s cinkovimi(II) ioni pa dodatek 
fenformina nima bistvenega vpliva. Analizirali smo tudi prileganje fenformina, kovinskih 
ionov Pb2+ in Zn2+ ter njunih kompleksov s fenforminom na katepsin K z uporabo 
programa GaudiMM. Rezultati prileganja napovedujejo vezavo fenilne skupine 
fenformina na vezavno mesto S2 in interakcijo kovinskih ionov s Cys25 iz katalitične 
diade. 










Effects of biguanide-metal ion complexes on activity of 
cathepsin K  
Abstract: Cathepsin K is a papain-like human cysteine peptidase with a catalytic diad 
consisting of a Cys−His+ ion pair. The enzyme is predominantly expressed in osteoclasts 
and is a crucial peptidase involved in bone remodelling due to its capability to cleave 
collagen types I and II besides other proteins in the extracellular matrix. Regulation of 
proteolytic activity is important for normal functioning of an organism. Excessive activity 
of cathepsin K has been associated with osteoporosis, osteoarthritis and rheumatoid 
arthritis. Thus, inhibitors which would reduce the proteolytic activity to its optimum are 
potential candidates for therapeutic use. 
Biguanides form stable complexes with metal ions as N,N-bidenate ligands. Phenformin 
(N-phenylethylbiguanide), a formerly used drug for diabetes type II, is especially 
interesting in the context of cysteine cathepsins inhibition. Structural comparison of 
benzyl-L-arginine amide (BAA), a synthetic protease substrate, and phenformin-metal 
ion complex suggests that the phenyl group binds to S2 substrate biding site, a major 
determinant of substrate preference for cysteine cathepsins, and metal ion interacts with 
the catalytic diad. 
In this work we studied the effects of zinc(II) and lead(II) ions in combination with 
biguanide phenformin on the activity of cathepsin K. We determined the EC50 value for 
phenformin and how the addition of phenformin influences the EC50 values for zinc(II) 
and lead(II) ions by measuring initial velocity of hydrolysis of fluorogenic substrate Z-
FR↓AMC. Our results show that phenformin is a hyperbolic inhibitor of cathepsin K and 
it increases the inhibitory potency of lead(II) ions. The same effect was not observed with 
zinc(II) ions. We also analysed the binding of phenformin, Zn2+, Pb2+ and their complexes 
on cathepsin K by using GaudiMM programme. Docking results predict biding of the 
phenyl moiety into the S2 biding site and interaction of metal ions with Cys25 from the 
catalytic diad. 











1.1 Cisteinski katepsini 
Pri človeku poznamo 11 cisteinskih katepsinov (katepsini B, C, F, H, L, K, O, S, V, X in 
W), poleg tega pa še aspartatna katepsina D in E ter serinska katepsina A in G.  Vsi 
cisteinski katepsini so lizosomske proteaze, ki potrebujejo reducirajoče in rahlo kislo 
okolje  za optimalno delovanje. Izvajajo hidrolizo peptidne vezi. Vsi razen katepsinov X 
in C so endopeptidaze, katepsina B in H pa lahko delujeta kot endo ali eksopeptidaze. 
Sprva so menili, da so to izključno intracelularni encimi, ki so odgovorni za nespecifično 
proteolizo v lizosomih oziroma endosomih. Sedaj pa vemo, da sodelujejo pri različnih 
fizioloških procesih (procesiranje antigenov in hormonov, aktivacija proencimov, 
preoblikovanje zunajceličnega matriksa, regulacija celičnega cikla in apoptoze). 
Katepsini B, H, L, C, X, F, O in V se izražajo v vseh tkivih, katepsini K, W in S pa so 
tkivno specifični 1–3. 
Cisteinski katepsini spadajo v družino papainu podobnih proteaz, so monomerni 
globularni proteini veliki 25–35 kDa. Vsi imajo značilno papainsko zvitje, ki jo 
sestavljata dve poddomeni, L (ang. left) in R (ang. right), celotni strukturi pa lahko 
rečemo katalitična ali peptidazna domena (slika 1A in 1B). Poddomeno L sestavljajo tri 
α-vijačnice, poddomeno R pa nepopoln β-sodček, vmes je razpoka v obliki črke V z 
aktivnim mestom. Cisteinski katepsini imajo katalitično diado v obliki ionskega para 
Cys−His+ (slika 1C). Tiolatni anion služi kot nukleofil, ki napade karbonilni ogljik v 
peptidni vezi 1. 
Schechter in Berger sta predlagala, da se pri proteazah vezavne žepe označi kot S/S' (ang. 
subsite), aminokislinske ostanke pa kot P/P' (ang. peptide). Pred cepitvenim mestom so 
ostanki označeni kot P1, P2, P3 itd., po cepitvenem mestu pa P1', P2', P3'. Označevanje 
vezavnih mest S poteka analogno. Afiniteta substrata do encima je seštevek interakcij S–
P 4. Papainu podobne cisteinske proteaze izkazujejo široko specifičnost. Imajo kratko 
razpoko pri aktivnem mestu z le tremi dobro definiranimi vezavnimi mesti (S2, S1, S1') 
in nato še manj definirane vezavne površine (S4, S3, S2', S3'). V primerjavi imajo 
kimotripsinu podobne serinske proteaze osem dobro definiranih vezavnih mest 2. Pri 
papainu podobnim proteazam velja, da vezavno mesto S2 najbolj determinira moč vezave 
substrata. Večina proteaz iz papainske družine preferira hidrofoben aminokislinski 
ostanek na mestu P2 5. 
1.1.1 Regulacija cisteinskih katepsinov 
Proteolitična aktivnost mora biti v organizmu natančno kontrolirana, v nasprotnem 
primeru pride do različnih patoloških stanj (rakava obolenja, revmatoidni artritis, 





šibkih inhibitorjev proteaz, ki bi povrnili optimalno aktivnost, je v velikem interesu 
znanosti in farmacevtske industrije. Razvoj selektivnega inhibitorja za določen cisteinski 
katepsin predstavlja velik izziv, saj imajo podobno strukturo aktivnega mesta 2.  
Aktivnost cisteinskih katepsinov je regulirana na več nivojih, in sicer na nivoju 
transkripcije, fizioloških pogojev (pH, redoks potencial), kompartmentizacije, aktivacije 
cimogenov in inhibicije z endogenimi inhibitorji. Sintetizirajo se kot preproencimi. N-
končni signalni peptid se odstrani po translokaciji v endoplazemski retikulum. Propeptid 
pa sodeluje pri usmerjanju v endosom/lizosom, pravilnem zvijanju in deluje kot inhibitor. 
Odstrani se z avtokatalizo v kislem okolju (kislo okolje lizosoma) ali ga odcepijo druge 
proteaze, npr. katepsin D ali pepsin. Najpomembnejši regulatorni mehanizem zrelih 
cisteinskih katepsinov je kompetitivna inhibicija (razložena v poglavju 1.2) z endogenimi 
proteinskimi inhibitorji (stefini, cistatini, tiropini, serpini in drugi). Pravilno razmerje med 
endogenimi inhibitorji in cisteinskimi katepsini je zelo pomembno za normalno delovanje 
organizma 1, 6. Cinkov(II) ion je tudi endogeni inhibitor cisteinskih katepsinov 7.  
1.1.2 Katepsin K 
Človeški katepsin K (slika 1) je 329 aminokislinskih ostankov dolg protein, od tega 15 
ostankov tvori N-končno signalno sekvenco in 99 propeptid, katalitična domena pa je 
dolga 215 ostankov. Skupaj s katepsini L, V in S spada v skupino katepsinu L podobnim 
peptidaz. Je endopeptidaza s preferenco za prolin, levcin, izolevcin in valin na P2 mestu 
8. 
 
Slika 1: Katepsin K (PDB koda 1ATK). Z oranžno barvo je označena poddomena L, z 
modro poddomena R in z vijolično katalitična diada. A – površina katepsina K. B – 





Katepsin K ima pomembno vlogo pri procesu preoblikovanja kosti. Izraža se predvsem v 
osteoklastih, ki ga izločajo v zunajcelični matriks, kjer razgrajuje kolagena tipov I in II 
ter druge proteine. Poleg tega cepi in aktivira metaloproteazo matriksa 9 (MMP-9). 
Katepsin K izražajo tudi hondrocite ob subhondralni kosti. Prekomerna aktivnost v kosteh 
je povezana z osteoporozo, osteoartritisom in revmatoidnim artritisom 8. 
Poleg tega se katepsin K nahaja tudi v drugih organih. Izraža se v možganih in ima vlogo 
pri shizofreniji. V epiteliju pljuč sodeluje pri preoblikovanju zunajceličnega matriksa in 
procesiranju kolektina SP-A, ki opsonizira bakterijske celice v alveolih. V srcu in 
arterijskem tkivu se poveča izražanje katepsina K pri nekaterih kardiovaskularnih 
boleznih. Epitelijske celice ščitnice sekretirajo katepsin K v folikularni lumen, kjer 
procesira prohormon tiroglobulin. Sodeluje tudi pri signalizaciji Toll-u podobnih 
receptorjev. Aktivirani makrofagi izločajo katepsin K, ki pri kroničnem vnetju povzroči 
poškodbo tkiv 1, 8. 
1.2 Mehanizmi inhibicije encimov z modifikatorji 
Med modifikatorje spadajo aktivatorji, ki povečajo encimsko aktivnost, in inhibitorji, ki 
jo zmanjšajo. Modifikatorji se lahko vežejo v aktivno mesto encima in s tem otežijo vstop 
substratu ali pa na drugo oddaljeno mesto, ki povzroči konformacijsko spremembo in 
hkrati spremembo v aktivnosti encima, slednje imenujemo alosterični modifikatorji 9. 
Inhibitorje delimo na reverzibilne in ireverzibilne. Pri ireverzibilni inhibiciji nastane 
kovalentno povezan kompleks E-I, pri reverzibilni inhibiciji pa nekovalentno povezan 
dinamičen kompleks E-I. Reverzibilne inhibitorje naprej delimo na linearne ali popolne, 
v tem primeru je E-I kompleks neaktiven, in hiperbolične ali delne, v tem primeru pa je 
kompleks E-I katalitično aktiven 10. 
1.2.1 Linearna inhibicija 
Poznamo tri osnovne tipe linearne inhibicije, kompetitivno, akompetitivno in mešano 
inhibicijo (slika 2). Pri kompetitivni inhibiciji substrat (S) in inhibitor (I) tekmujeta za 
aktivno mesto na encimu (E). Maksimalna hitrost (Vmax) se ne spremeni, poveča pa se 
Michaelisova konstanta (Km), torej je potrebnega več substrata za to, da se doseže 
polovica maksimalne hitrosti oziroma se afiniteta navidezno zmanjša. Pri linearni 
akompetitivni inhibiciji se inhibitor veže na kompleks E-S, zmanjšata se tako Vmax kot 
Km. Mešana inhibicija je kombinacija kompetitivne in akompetitivne inhibicije, inhibitor 
se lahko veže na prost encim ali kompleks E-S, pri tem se Vmax zniža, Km pa se lahko 
poveča ali zmanjša, odvisno od vrednosti Kiu in Kic. Poseben tip mešane inhibicije je 







Slika 2: Shema linearne kompetitivne (modro), akompetitivne (oranžno) in mešane 
(modro in oranžno)  inhibicije: E – encim, S – substrat, I – inhibitor, Ks – ravnotežna 
konstanta, kcat – pretvorbeno število, Kic – konstanta kompetitivne inhibicije, Kiu – 
konstanta akompetitivne inhibicije. 
1.2.2 Hiperbolična inhibicija 
Kot pri linearni inhibiciji tudi pri hiperbolični poznamo tri osnovne mehanizme inhibicije 
(kompetitivna, akompetitivna in mešana). Razlika med linearno in hiperbolično obliko se 
vidi na grafu recipročne vrednosti hitrosti v odvisnosti od koncentracije inhibitorja 
(Dixonov diagram). V primeru linearne inhibicije je graf ravna črta, v primeru 
hiperbolične pa hiperbola. S splošnim mehanizmom modifikatorjev lahko analiziramo 
tako linearno kot hiperbolično inhibicijo (slika 3). Z vrednostjo α opišemo, koliko se 
afiniteta substrata spremeni po vezavi inhibitorja in obratno, z vrednostjo β pa spremembo 
v katalitični aktivnosti 12. 
 
Slika 3: Shema splošnega mehanizma inhibitorjev: E – encim, S – substrat, I – inhibitor, 
Ks – ravnotežna konstanta, kcat – pretvorbeno število, Ki – konstanta inhibicije, α,β – 





1.3 Vezava kovinskih ionov na proteine 
Kovinski ioni, med drugimi cinkovi(II), bakrovi(I in II), železovi(II in III), kalcijevi(II), 
magnezijevi(II) in manganovi(II), so pomembno vključeni v številne biokemijske 
procese. Za približno tretjino vseh poznanih proteinov je bilo dokazano, da vežejo vsaj 
en kovinski ion. Pri tej interakciji ima kovinski ion vlogo Lewisove kisline oziroma 
akceptorja elektronskega para, aminokislinski ostanki pa imajo vlogo Lewisove baze 
oziroma donorja elektronskega para. Pri koordiniranju kovinskih ionov običajno 
sodelujejo aminokislinski ostanki s karboksilno, sulfidno in imidazolno skupino, včasih 
tudi karbonilna skupina glavne verige. Kovinski ion je lahko tudi vezan na protein preko 
prostetične skupine (npr. hem) 13.  
Vezava kovinskega iona ima lahko funkcijo stabilizacije konformacije regije proteina, 
hkrati pa gre lahko za regulatorno funkcijo. Protein kalmodulin, ki sodeluje v 
intracelularni signalizaciji, vsebuje štiri Ca2+-vezavne motive s strukturo vijačnica–
zavoj–vijačnica, imenovane motiv EF-dlani. Pri vezavi kalcijevih ionov pride do 
konformacijske spremembe kalmodulina, kar omogoči interakcijo z drugimi proteini in 
propagacijo signala 14. Nekateri proteini vežejo kovinski ion z namenom transporta ali 
ohranjanje zaloge. Oligomerni protein feritin ima funkcijo ohranjanja zaloge železa. Veže 
več sto železovih(III) ionov, ki se po kontrolirani degradaciji v lizosomih sprostijo. 
Metaloencimi imajo v aktivnem mestu vezan (vsaj en) kovinski ion, ki ima vlogo vezave 
in aktivacije substrata ali vode. Cinkov(II) ion v aktivnem mestu karbonske anhidraze z 
vezavo molekule vode in posledičnim znižanjem pKa omogoči nastanek reaktivnega 
hidroksilnega aniona. Kovinski ioni tudi lahko sodelujejo pri prenosu elektronov. Proteini 
iz dihalne verige vsebujejo železove(II oziroma III) in bakrove(I oziroma II), preko 
katerih poteka prenos elektronov od NADH (nikotinamid adenin dinukleotid hidrid) do 
vode. Hemoglobin in drugi proteini z vezanim železovim(II) ionom imajo vlogo začasne 
vezave in transporta kisika 15.  
Pomembno se je zavedati, da lahko kovinski ioni svojo funkcijo opravljajo le pri ustreznih 
koncentracijah. V previsokih koncentracijah se lahko vežejo na dodatna mesta na 
proteinih ali zamenjajo druge kovinske ione, kar privede do izgube funkcije proteina 15.  
Po drugi strani so nekateri kovinski ioni, kot so svinčevi(II in IV), kadmijevi(II) in 
živosrebrovi(II), toksični že pri nizkih koncentracijah, pri čemer imajo prav tako 
pomembno vlogo interakcije s proteini 16. 
1.3.1 Cinkov(II) ion 
Cink je prvi element v 12. skupini periodnega sistema, spada med elemente d-bloka. 
Navadno se nahaja v oksidacijskem stanju +2 z elektronsko konfiguracijo [Ar]3d10. 
Zaradi zapolnjene d-orbitale ne sodeluje v redoks reakcijah, lahko pa sprejme elektronski 
par kot Lewisova kislina. Cinkovi(II) ioni so esencialni za življenje, interagirajo s proteini 





približno 3000 proteinov z motivi, na katere se vežejo cinkovi ioni. Dodatno pa še več 
proteinov integrira z Zn2+ z manjšimi afinitetami. Cinkovi(II) ioni sodelujejo pri skoraj 
vseh celičnih procesih, zato je ohranjanje homeostaze pomembno. Veliko proteinov 
sodeluje pri redistribuciji in ohranjanju zaloge Zn2+ 17, 18.  
Zn2+ v bioloških sistemih tipično tvori koordinacijske komplekse s tetraedrično 
geometrijo, izjemoma s trigonalno bipiramidalno geometrijo. Proteini se običajno 
koordinirajo na Zn2+ s tremi ali štirimi aminokislinskimi ostanki, in sicer cisteinskimi, 
histidinskimi, aspartatnimi in glutamatnimi. Predvsem cistein s tiolno skupino (R-SH) 
izkazuje visoko afiniteto do Zn2+, saj žveplo prenese največ naboja na Zn2+. Zmožnost 
vezave kovinskih ionov je odvisna od ionizacijskega stanja tiolne skupine, ki ima pKa 
blizu fiziološkega pH (7,4). Na vezavo vpliva tudi redoks potencial 18. 
V motivu cinkovega prsta ima Zn2+ kompleks strukturno vlogo. Gre za mešan alfa/beta 
motiv. Tipični cinkovi prsti so sestavljeni iz antiparalelne β-ploskve na N-koncu, ki ji 
sledi zanka in nato α-vijačnica. Zvitje je stabilizirano preko koordinacije Zn2+ 
najpogosteje z dvema cisteinskima in dvema histidinskima ostankoma v tetraedrični 
geometriji (slika 4). Domene s cinkovimi prsti se nahajajo v DNA-vezavnih proteinih, 
kjer imajo funkcijo prepoznavanja nukleotidnega zaporedja 18. 
 
Slika 4: Motiv cinkovih prstov (PDB koda: 1UN6). Štiri aminokislinski ostanki (Cys164, 
Cys 170, His183, His188) se koordinirajo na cinkov(II) ion v tetraedrični geometriji, 





Zn2+ lahko sodeluje v katalitičnem mehanizmu; v tem primeru je običajno koordiniran s 
tremi aminokislinskimi ostanki, četrti ligand pa je substrat ali voda. V vseh šestih razredih 
encimov najdemo metaloencime, ki potrebujejo Zn2+ za aktivnost; primer je 
karboksipeptidaza A (slika 5) 19. 
 
Slika 5: Aktivno mesto karboksipeptidaze A (PDB koda: 1JQG). Cinkov ion je 
tetraedrično koordiniran s tremi aminokislinkimi ostanki (His69, Glu72, His196) in 
molekulo vode, kompleks ima katalitično vlogo. 
Zn2+ kompleksi lahko tudi regulirajo aktivnosti proteinov preko inhibicije katalitične 
aktivnosti in modeliranja protein–protein interakcij. Aktivna mesta encimov, ki vsebujejo 
diade ali triade iz kombinacije glutamata, aspartata, histidina in cisteina, imajo μM ali nM 
afiniteto do Zn2+ 20. Med take encime spadajo cisteinski katepsini, ki jih inhibirajo tudi 
drugi kovinski ioni 21. Zn2+ se lahko veže tudi na mesto, oddaljeno od aktivnega, in deluje 
kot alosterični regulator 7, 18.  
V času pandemije virusa SARS-CoV-2 (ang. severe acute respiratory syndrome 
coronavirus 2) mnogo raziskovalcev proučuje vpliv cinka na potek bolezni COVID-19 
(ang. coronavirus disease 2019). Za cinkov(II) ion je znano, da igra pomembno vlogo pri 
imunskem odgovoru in vpliva na življenjski cikel RNA-virusov. Od RNA odvisna RNA-
polimeraza (RdRp) je ključni encim v življenjskem ciklu pozitivnih enoverižnih RNA-
virusov (+ssRNA), med katere spada družina koronavirusov (CoV). In vitro študije so 
pokazale, da je Zn2+ močen inhibitor RdRp iz virusa SARS-CoV. Določitev kristalne 





mesta, prav tako to niso mesta vezave drugih proteinov, ki sodelujejo pri replikaciji. 
Predvideva se, da vezava Zn2+ vpliva na strukturo encima in ga tako inhibira. 
Aminokislinski ostanki, ki koordinirajo Zn2+, so visoko ohranjeni v družini CoV. Zn2+ v 
kombinaciji z ionoforjem (lipofilne snovi, ki reverzibilno vežejo ione in jim olajšajo 
transport skozi celično membrano) predstavlja potencialno zdravilo za COVID-19. 
Klinične študije so že v teku 22. 
Koncentracija celotnega Zn2+  v celici je nekaj sto μM, vendar je večina (98 %) vezanega 
na proteine, prostega je le 1-100 pM. Ker moč vezave med proteini variira, je nekaj 
(predvidoma 1-3 μM) šibkejše vezanega in se izmenjuje med molekulami. V lizosomih 
pa lahko koncentracija prostega Zn2+ doseže tudi mikromolarne koncentracije 17, 23. 
1.3.2 Svinčev(II) ion 
Svinec spada v 14. skupino in 6. periodo periodnega sistema, spada med elemente p-
bloka. Najpogosteje se nahaja v oksidacijskem stanju +2. Elektronska konfiguracija 
svinčevega(II) iona je [Xe]4f145d106s2. Zaradi velikosti, velike afinitete do tiolnih skupin 
in zmožnosti vezave različnih ligandov v različnih geometrijah je lahko posebej 
problematičen v bioloških sistemih. Svinčev(II) ion je najpogosteje vezan na proteine 
preko 2-5 aminokislinskih ostankov. Pb2+ lahko zamenja endogeno prisotne kovinske 
ione v proteinih, vendar nima sposobnosti izvajanja istih funkcij, bolj pogosto pa se veže 
na mesta na proteinih, kjer sicer ni vezan kovinski ion 24. 
Pb2+ lahko zaradi podobnega ionskega radija zamenja Ca2+ že v pikomolarnih 
koncentracijah. Akumulira se v kosteh, pri procesu reabsorpcije kosti se sprosti. 
Zastrupitev s svincem ima največji vpliv na živčni sistem. Pb2+ ima višjo afiniteto do 
kalcijevih kanalčkov kot Ca2+, posledično jih blokira in zmanjša pretok kalcijevih ionov 
čez membrano. Pb2+ se veže tudi na motiv EF-dlani z višjo afiniteto kot Ca2+. Primerjava 
kristalnih struktur kalmodulina (protein s štirimi motivi EF-dlani) z vezanimi Ca2+ 
oziroma Pb2+ je pokazala, da zamenjava kalcijevega iona s svinčevim ne spremni bistveno 
konformacije, saj se Pb2+ veže s skoraj identično geometrijo (slika 6). Na kalmodulin pa 
se veže še dodatnih deset Pb2+, ki predvidoma najbolj prispevajo k spremembi 






Slika 6: Primerjava vezave kalcijevega (levo, PDB koda: 1EXR) in svinčevega iona 
(desno, PDB koda: 1N0Y) v motivu EF roke. Iona sta koordinirana z istimi 
aminokislinskimi ostanki (označeni z vijolično) in eno molekulo vode v geometriji 
trigonalne prizme (koordinacijsko število 7). 
Zastrupitev s svincem povzroča anemijo. Pb2+ lahko zamenja Zn2+ v aktivnem mestu 
encima ALAD, ki katalizira tvorbo prekurzorja hema, in ga inhibira. Aktivno mesto 
ALAD sestavlja Zn2+ koordiniran s tremi cisteinskimi ostanki in molekul, ki so okrog 
kovine razporejeni v tetraedrični geometriji. V primeru zamenjave Zn2+ s Pb2+ se struktura 
aktivnega mesta bistveno ne spremeni, saj se nanj podobno koordinirajo isti 
aminokislinski ostanki (slika 7). Kljub temu pride do izgube encimske aktivnosti, ker Pb2+ 
ne more vezati in aktivirati substrata. Pb2+ je v primerjavi z Zn2+ šibkejša Lewisova kislina 
in iona se pomembno razlikujeta tudi v elektronski konfiguraciji. Cink v valenčni lupini 
nima elektronov v s orbitali, medtem ko ima svinec v 6s orbitali dva elektrona. Na četrti 
poziciji si tako pri svincu predstavljamo nevezni elektronski par (6s2). Tako geometrijo 
opišemo kot trigonalno piramidalno geometrijo s tremi veznimi in enim neveznim 
elektronskim parom, koti med koordinacijskimi vezmi merijo od 90º do 109,5º. 
Geometrijsko gledano med tetraedrom in trigonalno piramido ni razlike, se pa pri opisu 
koordinacije uporablja izraz trigonalna piramida predvsem v sistemih, kjer imamo na 
četrti poziciji nevezni elektronski par in zaradi tega pride tudi do določene popačitve 
kotov. Pb2+ lahko zamenja Zn2+ tudi v motivu cinkovega prsta. Interakcija Pb2+ s 
histidinskim ostankom je neznačilna, zato ima največjo afiniteto do Cys4 cinkovih prstov, 
predvidoma pa je koordiniran s tremi cisteinskimi ostanki v trigonalno piramidalni 
geometriji. Zaradi vezave z drugačno geometrijo se spremeni konformacija proteina, kar 






Slika 7: Primerjava vezave cinkovega (levo, PDB koda :1EB3) in svinčevega iona (desno, 
PDB koda: 1QNV) v aktivno mesto encima ALAD. Zn2+ koordinirajo trije cisteinski 
ostanki (Cys133, Cys135, Cys143) in molekula vode v tetraedrični geometriji, Pb2+ pa 
trije cisteinski ostanki (Cys133, Cys135, Cys143) v trigonalno piramidalni geometriji. 
1.4 Bigvanidni ligandi 
Bigvanid je spojina s kemijsko formulo C2N5H7 (slika 8). V družino spojin z imenom 
bigvanidi pa uvrščamo tudi derivate bigvanida. Bigvanid obstaja v dveh tavtomernih 
oblikah A in B (slika 8), kljub temu da v literaturi pogosteje srečamo obliko A, se 
bigvanid nahaja večinoma v obliki B s konjugiranim sistemom –C=N–C=N 26. 
 
Slika 8: Tavtomerni obliki osnovnega bigvanida. Strukture so bile pripravljene s 
programom ChemSpace. 
Bigvanidi so baze, sprejmejo lahko dva protona na mestu N6 (pKa1 ≈ 11,5 za osnovni 
bigvanid) in N4 (pKa2 ≈ 2,9 za osnovni bigvanid). Z zamenjavo dodanega protona s 
kovinskim ionom tvorijo stabilne komplekse kot N,N–bidenatni ligandi, pri tem nastane 
šestčlenski obroč. Elektronska para, ki sodelujeta pri koordinaciji, donirata atoma N1 in 





Bigvanide se uporablja v terapevtske namene, najpomembnejši predstavniki so 
metformin, fenformin, buformin, proguanil in klorheksidin (slika 9).  Najosnovnejši 
bigvanid se je v dvajsetih letih 20. stoletja začel uporabljat kot antihiperglikemična 
učinkovina, po odkritju inzulina pa se je njegova uporaba zmanjšala. V štiridesetih letih 
20. stoletja je bil odkrit proguanil s protimalarijskim učinkom in je še danes v uporabi za 
preprečevanje in zdravljenje malarije. Proguanil se metabolizira v ciklogvanil, inhibitor 
dihidrofolat reduktaze, in tako inhibira rast plazmodijev. Zaradi antihiperglikemičnega 
stranskega učinka proguanila se je začelo sintetizirati nove bigvanide, ki bi služili kot 
zdravila za diabetes tipa II. Tako so bili odkriti metformin, fenformin in buformin 27. 
 
Slika 9: Strukture bigvanidov. Metformin, fenformin, buformin imajo 
antihiperglikemično delovanje, proguanil antimalarijsko, klorheksidin pa antibakterijsko. 
Strukture so bile pripravljene s programom ChemSpace. 
Metformin se še danes uporablja za zdravljenje diabetesa tipa II, fenformin in buformin 
sta bila zaradi visokega tveganja laktoacidoze umaknjena s trga. Antihiperglikemično 
delovanje bigvanidov ni povsem razloženo, študije nakazujejo na delovanje preko več 





Bigvanidi inhibirajo kompleks I (koencim Q–citokrom c reduktaza) v dihalni verigi in 
ATP-sintazo. V primeru fenformina in buformina je inhibicija močnejša, saj zaradi večje 
lipofilnosti lažje preideta mitohondrijsko membrano. Inhibicija oksidativne respiracije 
vodi v povečano glikolizo in akumulacijo laktata. Inhibicija dihalne verige povzroči tudi 
aktivacijo AMPK, ki inhibira sintezo maščobnih kislin preko fosforilacije ACC1 in ACC2 
ter poveča oksidacijo maščobnih kislin. Zmanjšanje zalog maščob poveča odzivnost celic 
na inzulin. Z aktivacijo AMPK se tudi zniža koncentracija cikličnega 
adenozinmonofosfata (cAMP), posledično se zmanjša prepisovanje genov encimov, ki 
sodelujejo pri glukoneogenezi v jetrih. Metformin vpliva tudi na absorpcijo glukoze v 
črevesju in na črevesno mikrobioto 28, 29. 
Študije na srčnem tkivu miši so pokazale, da fenformin, metformin in proguanil 
zmanjšajo razgradnjo proteinov v lizosomih. Dodatek kovinskih ionov, ki tudi sami 
delujejo antiproteolitično, sinergistično poveča vpliv. Znano je, da fenformin in 
metformin v kombinaciji z nekaterimi kovinskimi ioni inhibirata katepsin B oziroma 
povečata moč inhibicije kovinskih ionov. Učinek fenformina je v primerjavi z 
metforminom večji, razlog za to je položaj fenilne skupine in elektron donorskih atomov 
N1 ter N6. Glede na in silico primerjavo struktur fenformina v kompleksu z Zn2+ 
(pridobljena z molekulskim modeliranjem) in pogosto uporabljenega substrata proteaz 
BAA (benzoil–L–arginin amid), lahko sklepamo, da se fenilna skupina fenformina veže 
na vezavno mesto S2 na cisteinskih katepsinih, Zn2+ pa interagira s katalitično diado Cys-
His+ (slika 10). Fenformin tudi brez dodatka kovinskih ionov inhibira katepsin B, 
metformin pa ne. Možno je, da bigvanidi na lizosomsko degradacijo proteinov vplivajo 






Slika 10: Strukture benzoil-L-arginin amida (BAA) in fenformina v kompleksu z Zn2+. 
Označena je amidna vez na BAA, ki jo proteaza cepi. Fenilna skupina BAA se veže na 
vezavno mesto S2 27. Strukture so bile pripravljene s programom ChemSpace.  
Inhibicija cisteinskih proteaz tudi razloži antidiabetično in antimalarijsko delovanje. Pri 
parazitski razgradnji hemoglobina se sprosti Fe3+, proguanil oziroma drugi bigvanidi v 
teoriji vežejo sproščen Fe3+ in inhibirajo parazitske cisteinske katepsine, kar zmanjša 
intra-eritrocitično rast parazitov. Podobno se pri razgradnji proteinov v lizosomih sprosti 
veliko Zn2+, tega koordinira bigvanid in nastali kompleks inhibira cisteinske katepsine, 
tako lahko bigvanidi v teoriji povečajo moč inhibicije endogenega Zn2+. Občutljivost 
celic na inzulin je odvisna tudi od razgradnje inzulina in/ali receptorja. 7, 27 Zmanjšanje 
proteinske degradacije v lizosomih pomeni tudi zmanjšanje procesiranja antigenov v 
antigen prezentirajočih celicah 30. 
Klorheksidin se uporablja v dentalni medicini zaradi antibakterijskega delovanja. Vnetje 
dlesni ali gingivitis povzročajo sekretorne bakterijske cisteinske proteaze, imenovane 
''gingipains''. Klorheksidin inhibira te proteaze, v kombinaciji z Zn2+ pa se moč inhibicije 
sinergistično poveča 31. 
Bigvanidi so se izkazali tudi kot antitumorske učinkovine. Raziskave kažejo, da poleg 
inhibicije kompleksa 1 v respiratorni verigi in aktivacije AMPK blokirajo tudi signalno 
pot mTOR (mehanistična tarča rapamicina), kar inhibira proliferacijo, sintezo proteinov 










2 Namen dela 
V diplomskem delu smo želeli ugotoviti vpliv fenformina na aktivnost katepsina K in 
vpliv dodatka fenformina na inhibicijo katepsina K z Zn2+ ter Pb2+. V ta namen smo 
izvedli kinetične meritve in molekulsko umestitev.  
Fenformin smo izbrali zaradi strukturne podobnosti z BAA (benzoil–L–arginin amid). 
Znano je tudi, da za razliko od metformina inhibira katepsin B. Cisteinski katepsini imajo 
podobno strukturo aktivnega mesta, zato pričakujemo, da inhibira tudi katepsin K. 
Odločitev za izbiro Zn2+ temelji na tem, da gre za esencialni element, ki sodeluje pri 
različnih celičnih procesih. Pb2+ pa je zanimiv iz vidika, da se zaradi podobnosti s Ca2+ 











3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Tabela 1: Uporabljene aparature. 
Aparatura Proizvajalec 
tehtnica, XA 60/220/X Radwag, Poljska  
tehtnica, WLC 2/A2 Radwag, Poljska 
pH meter, SevenEasy Mettler Toledo, ZDA 
avtomatske pipete, Eppendorf Research Plus Eppendorf, Nemčija  
vibracijski mešalnik, Vibromix 10 Tehtnica, Slovenija 
fluorimeter, Luminescence spectrometer 
LS50B 
Perkin Elmer, ZDA 
magnetno mešalo, FB15045  Thermo Fisher Scientific, ZDA 
3.1.2 Katepsin K 
Uporabili smo človeški rekombinantni katepsin K, ki ga je pripravila mlada raziskovalka 
Tjaša Goričan na Katedri za Biokemijo. 
3.1.3 Pufer 
Uporabili smo acetatni pufer (50 mM NaOAc) s pH 5,5. 
3.1.4 Substrat 
Kot substrat smo uporabili Z–FR↓AMC (benziloksikarbonil-fenilalanil-arginil-7- amido-
4-metilkumarin) v raztopini DMSO. Gre za sintetični fluorogeni peptidni substrat. 
Katepsin K cepi amidno vez Arg-AMC, pri tem se sprosti fluorescentna skupina AMC. 
Ekscitacija poteka s svetlobo valovne dolžine 370 nm, emitira pa svetlobo z valovno 
dolžino 455 nm.  
3.1.5 Kemikalije 
Tabela 2: Uporabljene kemikalije. 
Ime spojine Molekulska formula Proizvajalec 
natrijev acetat trihidrat NaOAc · 3H2O Merck, Nemčija 
DMSO (CH₃)₂SO Merck, Nemčija 
cinkov(II) acetat dihidrat  Zn(OAc)2 · 2H2O  Honeywell, Nemčija 
svinčev(II) acetat trihidrat  Pb(OAc)2 · 3H2O  Merck, Nemčija 






3.2.1 Kinetične meritve 
Za določanje inhibitornega učinka kovinskih ionov, fenformina in kombinacije smo 
merili začetne hitrosti hidrolize sintetičnega substrata Z–FR↓AMC. V kiveti smo 
pripravili 2 ml reakcijske mešanice, ki je vsebovala 50 mM pufer NaOAc s pH 5.5, 
fluorogeni substrat Z–FR↓AMC s končno koncentracijo 5 μM, ustrezno koncentracijo 
kovinskih ionov in/ali fenformina in 5 μl stokrat redčene založne raztopine katepsina K. 
V primeru hkratnega dodatka kovinskega iona in fenformina smo uporabili 10 μl stokrat 
redčene založne raztopine katepsina K. Končna koncentracija encima je bila v območju 
od 0,1 do 0,5 nM. Običajno se pri merjenju aktivnosti cisteinskih katepsinov doda še 
reducent 1,4-ditiotreitol (DDT), v tem primeru pa bi interferiral z rezultati zaradi 
sposobnosti vezave kovinskih ionov. Hidrolizo substrata smo spremljali 120 sekund 
preko merjenja fluorescence nastalega AMC z uporabo programa FL WinLab. Naklon 
dobljenih krivulj, ki predstavljajo odvisnost intenzitete fluorescence od časa, je hitrost 
hidrolize substrata. 
3.2.2 Analiza kinetičnih meritev 
Meritve smo analizirali z uporabo programa GraphPad Prism 5.0. Začetne hitrosti encima 
v prisotnosti kovinskih ionov in/ali fenformina (vi) smo normalizirali glede na začetno 
hitrost encima v odsotnosti inhibitorjev (v0). Rezultate smo nato predstavili v obliki 
grafov preostale encimske aktivnosti (vi/v0) v odvisnosti od koncentracije inhibitorja. 
Dobljene grafe smo prilegali štiriparameterni logistični enačbi (enačba 1) ob upoštevanju 
vrednosti Hillovega koeficienta h = 1. Kot rezultat smo dobili EC50, to je koncentracija 
inhibitorja, ki je potrebna za 50 % maksimalne možne inhibicije. V primeru linearne 
inhibicije je vrednost EC50 enaka vrednosti IC50, to je koncentracija inhibitorja, pri kateri 
se zniža preostala encimska aktivnost na 50 %. EC50 torej predstavlja učinkovitost 
inhibitorja. 
𝑣𝑖 =  𝑣0 −
(𝑣0 −  𝑣∞)[𝐼]
ℎ
𝐸𝐶50
ℎ +  [𝐼]ℎ
 
Enačba 1: v0 – začetna hitrost v odsotnosti inhibitorja, vi – začetna hitrost v prisotnosti 
inhibitorja, [I] – koncentracija inhibitorja, h – Hillov koeficient. 
3.2.3 Molekulska umestitev 
Molekulska umestitev (ang. molecular docking) je računalniška metoda, s katero 
napovemo konformacijo in prosto energijo kompleksa ligand–receptor. Ligand je 
običajno majhna molekula, receptor pa protein, DNA ali RNA. Predhodno je potrebno 





Na katepsin K smo umestili fenformin, Pb2+, Zn2+ in kompleksa fenformin-Zn2+ ter 
fenformin-Pb2+ s pomočjo programa GaudiMM (ang. Genetic Algorithms with 
Unrestricted descriptions for Intuitive Molecular Modeling). GaudiMM deluje na podlagi 
genetskega algoritma. Začne se z naključno populacijo potencialnih rešitev, ki predstavlja 
začetno generacijo. Vsako potencialno rešitev se ovrednoti in najboljše so izbrane, da 
''mutirajo'' in ''rekombinirajo''. Nato se izmed vseh izbere najboljše, da tvorijo naslednjo 
generacijo. Postopek se ponavlja za poljubno število generacij s poljubno velikimi 
populacijami. Posebnost GaudiMM je, da je ta MOGA (ang. Multi-objective genetic 
algorithm), kar pomeni, da se vsako rešitev lahko evalvira za več lastnosti hkrati, pri 
čemer uporabnik določi, katero kombinacijo se uporabi 34. 
Katepsinu K (PDB koda: 1ATK) smo s programom UCSF Chimera odstranili molekule 
vode in neproteinske molekule ter dodali vodike. Upoštevali smo pravilno protonacijo 
katalitične diade Cys-His+. Strukturo fenformina smo poiskali v bazi podatkov PubChem 
in nato s programom USCF Chimera spremenili v monoprotonirano obliko (kot bi sicer 
bila pri pH = 5,5). Iz struktur s kodo 5KB0 in 2HH5 smo odstranili vse atome razen Zn2+ 
in Pb2+. Kompleksa fenformin-Zn2+ in fenformin-Pb2+ je zmodeliral doc. dr. Črtomir 
Podlipnik s programom Spartan. 
Za umestitev fenformina smo uporabili rezultatsko funkcijo LigScore, ki upošteva van 
der Waalsove interakcije, privlak med nasprotnimi naboji na ligandu in proteinu ter 
desolvatacijo 35. Manjša kot je vrednost LigScore, večja je afiniteta liganda do proteina. 
Poleg tega smo s programom GaudiMM računali še hidrofobne interakcije, sterična 
neujemanja (ang. clashes) in število vodikovih vezi. Določili smo, da umestitev poteka 
na celotnem proteinu, pri čemer smo upoštevali fleksibilnost dihedralnih kotov molekule 
fenformina. Določili smo, da je velikost začetne populacije enaka 200 in število generacij 
enako 200. 
Za umestitev kovinskih ionov pa je potreben drugačen pristop, saj je treba upoštevati 
geometrijska pravila pri tvorbi koordinacijskih vezi (ne le elektrostatskega privlaka med 
ionom in proteinom). S programom GaudiMM je možno poiskati atome na proteinu, ki 
lahko donirajo elektronski par in so razporejeni v določeni geometriji. Posamezno rešitev 
se ovrednoti tako, da se izračuna odstopanja od idealne orientacije ligandov in sterična 
neujemanja. Določili smo, da program išče rezultate znotraj sfere s centrom v žveplovem 
atomu Cys25 in z radijem 10 Å. V primerjavi z umestitvijo fenformina je umestitev 
kovinskih ionov manj kompleksna, zato smo določili, da je velikost začetne populacije 
enaka 100 in število generacij enako 150. 
S pomočjo programa GaudiMM smo umestili še kompleksa fenformin-Zn2+ in fenformin-
Pb2+. Določili smo, da je pozicija kovinskega iona v kompleksu omejena na sfero s 
centrom v žveplovem atomu Cys25 in radijem 5 Å, celoten kompleks pa je vrtljiv okoli 
iona in dihedralni koti so fleksibilni. Program je pri umestitvi računal odstopanja od 





vezi in rezultatsko funkcijo LigScore. Določili smo, da je velikost začetne populacije 
enaka 250 in število generacij enako 250. 






4 Rezultati in razprava 
4.1 Vpliv Zn2+, Pb2+ in fenformina na aktivnost katepsina K 
Izmerjene začetne hitrosti oziroma preostale encimske aktivnosti ob konstantni 
koncentraciji substrata Z-FR↓AMC (5 μM) in naraščajoči koncentraciji inhibitorja so 
predstavljene na slikah od 11 do 15. 
Na sliki 11 je razvidno, da se titracijska krivulja ne približuje vrednosti nič, torej je 
fenformin hiperbolični inhibitor katepsina K oziroma je kompleks E-I-S je katalitično 
aktiven. Preostala encimska aktivnost ob nasičenju je 67 %. Glede na enačbo 1  EC50 
znaša 32 ± 10 μM, kar pomeni, da pri tej koncentraciji fenformina pade preostala 
encimska aktivnost na 83,5 %. Fenformin inhibira katepsin B tudi po hiperboličnem 
mehanizmu, maksimalno lahko zniža aktivnost encima na 30 % začetne 27. 
 
Slika 11: Graf preostale encimske aktivnosti v odvisnosti od koncentracije fenformina. 
Kinetične meritve aktivnosti katepsina K ob prisotnosti Zn2+ oziroma Zn2+ in fenformina 
so predstavljene na slikah 12 in 13. V obeh primerih se grafa približujeta vrednosti nič, 
torej gre za linearni mehanizem inhibicije in izračunane vrednosti EC50 ustrezajo tudi 
vrednosti IC50. Pri merjenju začetnih hitrosti hidrolize substrata ob hkratnem dodatku 
kovinskega iona in fenformina (sliki 13 in 15) je bila končna koncentracija fenformina 
400 μM. Pri tej koncentraciji pride do maksimalne možne inhibicije s fenforminom (slika 
11). Izračunana vrednost EC50 za Zn
2+ je 12,9 ± 3,9 μM, ob dodatku fenformina pa 10,7 
± 1,4 μM. Vrednosti EC50 oziroma IC50 sta znotraj napake, torej dodatek fenformina ni 






Slika 12: Graf preostale encimske aktivnosti v odvisnosti od koncentracije cinkovih(II) 
ionov. 
 
Slika 13: Graf preostale encimske aktivnosti v odvisnosti od koncentracije cinkovih(II) 
ionov pri končni koncentraciji fenformina 400 μM. 
Tudi v primeru inhibicije katepsina K s Pb2+ oziroma Pb2+ in fenforminom se grafa 
približujeta vrednosti nič, torej gre za popolno inhibicijo (sliki 14 in 15). Pb2+ je v 
primerjavi z Zn2+ šibkejši inhibitor katepsina K, vrednost EC50 glede na enačbo 1 znaša 
242 ± 30 μM. V primeru hkratnega dodatka Pb2+ in fenformina smo dobili boljše 





EC50 = 158 ± 10 μM. Hillov koeficient večji od 1 nakazuje na pozitivno kooperativno 
vezavo več molekul inhibitorja. Ob dodatku fenformina dosežemo polovično inhibicijo 
pri nižjih koncentracijah svinčevih(II) ionov (vrednost EC50 oziroma IC50 je za približno 
100 μM manjša), torej fenformin poveča afiniteto Pb2+ do katepsina K. 
 
Slika 14: Graf preostale encimske aktivnosti v odvisnosti od koncentracije svinčevih(II) 
ionov. 
 
Slika 15: Graf preostale encimske aktivnosti v odvisnosti od koncentracije svinčevih(II) 





4.1.1 Vpliv pufra 
Encimi delujejo optimalno pri določenem pH, zato kinetične meritve zahtevajo uporabo 
pufra. Pri študiju vpliva kovinskih ionov na aktivnost encima je pomembno upoštevati 
interakcijo med kovinskimi ioni in pufrom oziroma potrebno je izbrati tak pufer, ki 
minimalno interagira s kovinskimi ioni. Pogosto uporabljeni pufri, kot so fosfatni, 
citratni, sukcinatni, acetatni, imidazolni in tris (2-amino-2(hidroksimetil)-1,3-propandiol) 
pufer, niso optimalni za uporabo v kombinaciji s kovinskimi ioni. Fosfat tvori netopne 
soli z večino kovinskih ionov. Citrat, sukcinat in acetat, ki smo ga uporabili v naših 
poskusih, tvorijo komplekse z mnogimi kationi. Imidazol tvori komplekse z mnogimi 
divalentnimi kationi in zaradi podobnosti v strukturi lahko zamenja histidinske ostanke, 
ki koordinirajo kovinske ione v proteinih 36. Tris pufer, ki se pogosto uporablja za študij 
bioloških sistemov zaradi uporabnosti pri fiziološkem pH, ima reaktiven primarni amin 
in predstavlja potencialni ligand za kovinske ione. Tvori stabilne komplekse z ioni druge 
polovice elementov d-bloka, prav tako s Pb2+, Mg2+ in Ca2+. 37  
Namesto zgoraj navedenih pufrov bi bilo v kombinaciji s kovinskimi ioni bolje uporabiti 
t.i. Goodove pufre. To so pufri, ki ne vplivajo na celični metabolizem in v večini ne 
interagirajo z biološko relevantnimi molekulami ter kovinskimi ioni. Gre za N-
substituirane sulfaminske kisline, ki zaradi sterične oviranosti amina izkazujejo manjšo 
sposobnost koordiniranja kovinskih ionov. Kljub temu so znane izjeme, pri katerih pride 
do nastanke stabilnega kompleksa. HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska 
kislina), PIPES (piperazin-N,N'-bis(2-etansulfonska kislina)) in CAPS (N-cikloheksil-3-
aminopropansulfonska kislina) so primeri Goodovih pufrov z zanemarljivimi 
interakcijami s kovinskimi ioni, vendar so uporabni pri nevtralnem oziroma rahlo 
bazičnem pH kot večina Goodovih pufrov. V našem primeru bi lahko uporabili pufer 
MES (2-(N-morfolin)etansulfonska kislina) (slika 16) z najnižjim pKa izmed Goodovih 
pufrov, uporaben je v pH območju od 5,50 do 6,70. Znano je, da ne tvori kompleksov z 
Zn2+ in Pb2+, do močnejših interakcij pride le s Fe3+ 36. 
 






4.2 Molekulska umestitev 
Z uporabo programa GaudiMM smo analizirali prileganje fenformina, kovinskih ionov 
Pb2+ in Zn2+ ter njunih kompleksov s fenforminom na katepsin K. Z rezultati umestitve 
lahko približno napovemo mesto vezave ligandov na protein. Zavedati se je potrebno, da 
bi veljavnost modelov morali potrditi še z eksperimentalnimi rezultati. 
V primeru umestitve fenformina smo določili, da umestitev poteka na celotnem proteinu 
(t. i. ''blind docking''). Fenformin je hiperboličen inhibitor katepsina K, točen mehanizem 
(kompetitiven, akompetitiven ali mešan) pa ni znan. 
Pri umestitvi kovinskih ionov Zn2+ in Pb2+ smo določili, da so rezultati umestitve omejeni 
na sfero, ki ima center s koordinatami žveplovega atoma Cys25, in radijem 10 Å. V 
prejšnjih raziskavah je bilo potrjeno, da Zn2+ in Pb2+ inhibirata katepsin K po linearnem 
kompetitivnem mehanizmu 21. Iz mehanizma inhibicije lahko sklepamo, da se vežeta na 
aktivno mesto oziroma blizu aktivnega mesta in onemogočita vezavo substrata, poleg tega 
je za oba iona značilna tiofilnost, torej pričakujemo, da bosta interagirala s Cys25. 
Katalitična diada aktivnega encima je v obliki ionskega para Cys−His+, zato kovinski ion 
lahko tvori koordinacijsko vez samo s cisteinskim ostankom. Upoštevali smo, da je Zn2+ 
v bioloških sistemih najpogosteje koordiniran v tetraedrični geometriji. Za Pb2+ je težje 
napovedati geometrijo kompleksa, običajno pa tetraedrično koordiniran Zn2+ zamenja 
trigonalno piramidalno koordiniran Pb2+. Razporeditev elektronskih parov je v obeh 
primerih tetraedrična, zato smo s pomočjo programa GaudiMM na proteinu iskali 
elektron donorske atome razporejene v tetraedrični geometriji. Upoštevati pa moramo, da 
Pb2+ lahko veže le tri ligande, na četrtem mestu je nevezni elektronski par 6s2. 
Pri hkratnem dodatku fenformina in Zn2+ oziroma Pb2+ pride do popolne inhibicije 
katepsina K, zato smo pri umestitvi kompleksov predpostavili, da kovinski ion v 
kompleksu tudi interagira s Cys25.  






Slika 17: Napoved vezave fenformina na Katepsin K. A – prikaz površine katepsina K, z 
vijolično barvo je označena katalitična diada. B – prikaz površine katepsina K s 
Kolumbovimi naboji. C – gvanidinijeva skupina tvori vodikovo vez z Leu160, fenilna 






Slika 18: Napoved vezave cinkovega(II) iona na katepsin K. A – Zn2+ kot linearni 
kompetitivni inhibitor se veže v aktivno mesto encima B – Zn2+ tvori koordinacijske vezi 
s Cys25 (žveplov atom), Asn161 (karbonilni kisik iz peptidne vezi) in dvema molekulama 
vode (dodani v tetraedrični geometriji s programom UCSF Chimera). 




Kot Vrednost [º] 
Zn-Asn161 (O) 2,7 Asn161 (O)-Zn-Cys25 (S) 110,9 
Zn-Cys25 (S) 2,8 Asn161 (O)-Zn-H2O.2 (O)   109,3 





Zn-H2O.2 (O) 2,7 H2O.1 (O)-Zn-H2O.2 (O)   108,8 
RSMD (odstopanje od tetraedrične geometrije) = 0,0 Å 
 
 
Slika 19: Napoved vezave kompleksa fenformin-Zn2+ na katepsin K. A – prikaz površine 
katepsina K, z vijolično barvo je označena katalitična diada. B – Zn2+ tvori koordinacijske 
vezi z Cys25 (žveplov atom), Asn161 (karbonilni kisik iz peptidne vezi) in fenforminom 
(bidenatna vezava z N1 in N6). C – prikaz površine katepsina K s Kolumbovimi naboji. 
D – Zn2+ interagira s katalitično diado, fenilna skupina fenformina se veže na vezavno 
mesto S2. 




Kot Vrednost [º] 





Zn-Cys25 (S) 2,1 Cys25 (S)-Zn-N1   99,6 
Zn-N1 1,8 Cys25 (S)-Zn-N6   109,9 
Zn-N6 1,8 N1-Zn-N6   100,5 
RSMD (odstopanje od tetraedrične geometrije) = 0,2 Å 
 
 
Slika 20: Napoved vezave svinčevega(II) iona na katepsin K. A – Pb2+ kot linearni 
kompetitivni inhibitor se veže v aktivno mesto encima. B – Pb2+ tvori koordinacijske vezi 
s Cys25 (žveplov atom) in Asn161 (karbonilni kisik iz peptidne vezi). S programom 
UCSF Chimera sta dodatni še dve molekuli vode v tetraedrični geometriji, vendar je 
potrebno upoštevati, da se lahko veže le ena molekula vode, na četrtem mestu pa je 









Kot  Vrednost [º] 
Pb-Asn161 (O) 2,6 Asn161 (O)-Pb-Cys25 (S) 107,9 
Pb-Cys25 (S) 3,0   Asn161 (O)-Pb-H2O.2 (O)   109,7 
Pb-H2O.1 (O)   2,8 Cys25 (O)-Pb-H2O.2 (O)   109,6 
Pb-H2O.2 (O)   2,8 H2O.1 (O)-Pb-H2O.2 (O)   110,2 
 
 
Slika 21: Napoved vezave kompleksa fenformin-Pb2+ na katepsin K. A – prikaz površine 
katepsina K, z vijolično barvo je označena katalitična diada. B – Pb2+ tvori koordinacijske 
vezi s Cys25 (žveplov atom) in fenforminom (bidenatna vezava z N1 in N6). C – prikaz 
površine katepsina K s Kolumbovimi naboji. D – Pb2+ interagira s katalitično diado, 









Kot Vrednost [º] 
Pb-Cys25 (S) 2,4 Cys25 (S)-Pb-N6   106,5 
Pb-N1 1,8 Cys25 (S)-Pb-N1   99,1 
Pb-N6 1,8 N1-Pb-N6   100,5 
 
Program GaudiMM z minimizacijo vrednosti LigScore, steričnih neujemanj in 
maksimizacijo hidrofobnih interakcij ter vodikovih vezi napove vezavo fenformina v 
razpoko med poddomenama L in R (slika 17). Fenilna skupina fenformina se veže na 
vezavno mesto S2, gvanidinijeva skupina pa tvori vodikovo vez z Leu160 (karbonilni 
kisik). Glede na titracijsko krivuljo (slika 11) je mehanizem inhibicije hiperboličen, torej 
bi moral biti kompleks E-I aktiven. Katalitična diada je v modelu fenformin-katepsin K 
(slika 17A) prosta, torej bi v teoriji lahko potekla cepitev amidne vezi, zaradi vezave 
fenformina pa se spremeni afiniteta substrata in/ali katalitična aktivnost encima. Ker ne 
poznamo točnega mehanizma, obstaja tudi možnost, da se fenformin veže na kompleks 
E-S. 
Rezultata umestitve Zn2+ in Pb2+ na katepsin K (sliki 18 in 20) napovedujeta, da se na 
kovinska iona koordinirata žveplov atom stranske skupine Cys25 in karbonilni kisik 
glavne verige, ki pripada aminokislinskem ostanku Asn161. V modelu Zn2+-katepsin K 
koti med koordinacijskimi vezmi merijo od 108,8º do 110,9º. Odstopanje od tetraedrične 
geometrije (109,5º) izraženo z vrednostjo RSMD (izračunano z programom Chimera)  
ustreza 0,0 Å  (tabela 3). Vez med Zn2+ in žveplovim atomom Cys25 je za 0,1 Å daljša 
kot med Zn2+ in karbonilnim kisikom Asn161. V modelu Pb2+-katepsin K kot Cys(S)-
Pb2+-Asn161(O) meri 107,9º, kar ustreza trigonalni piramidalni geometriji (tabela 5). Pb2+ 
je za 0,4 Å bližje karbonilnemu kisiku glavne verige kot žveplovemu atomu cisteinskega 
ostanka. Molekuli vode sta dodani s programom UCSF Chimera v tetraedrični geometriji 
tako, da koti med koordinacijskimi vezmi čim manj odstopajo od 109,5º. Treba pa se je 
zavedati, da Pb2+ lahko veže le tri ligande, na četrtem mestu je nevezni elektronski par. 
Ker se Zn2+ oziroma Pb2+ vežeta na Cys25 iz katalitične diade, je nukleofilni napad na 
amidno vez na substratu onemogočen. V primeru Pb2+ lahko tudi nevezni 6s2 elektronski 
par blokira vezavo substrata. 
Kot pričakovano glede na primerjavo struktur kompleksov s substratom BAA se v 





fenformina veže na vezavno mesto S2, kovinska iona pa interagirata s cisteinskim 
ostankom iz katalitične diade. V modelu fenformin-Zn2+-katepsin K Zn2+ tvori 
koordinacijske vezi s Cys25, Asn161 in fenforminom (slika 19). Koti med 
koordinacijskimi vezmi merijo od 99,6º do 123,8º (tabela 4). Koti bolj odstopajo od 
tetraedrične geometrije kot pri umestitvi prostega kovinskega iona. V primeru umestitve 
kompleksa gre za kompleksnejši problem, saj se mora hkrati optimizirati interakcije med 
fenforminom in proteinom ter koordinacija kovinskega iona. Najbolj odstopata kot 
Asn161(O)-Zn2+-Cys25(S) in razdalja Zn2+-Asn161(O). V modelu fenformin-Pb2+-
katepsin K (slika 21) kovinski ion tvori koordinacijske vezi s Cys25 in fenforminom. Koti 
med koordinacijskimi vezmi (tabela 6) ustrezajo trigonalni piramidalni geometriji (90º < 
θ < 109,5º). Koordinacijska vez med Pb2+ in žveplovim atomom Cys25 je za 0,6 Å daljša 
od koordinacijskih vezi med Pb2+ in fenforminom. 
Tabela 7: Primerjava vrednosti LigScore, hidrofobnih interakcij, steričnih neujemanj in 










-27,70 -43,99 1,51 1 
Fenformin-
Zn2+-katepsin K 
-24,16 -45,95 0,0 0 
Fenformin-
Pb2+-katepsin K 
-26,10 -48,79 1,47 0 
 
Izračunane vrednosti LigScore oziroma ocene afinitete liganda do proteina, hidrofobne 
interakcije in sterična neujemanja so pri umestitvah fenformina in obeh kompleksov 
podobne (tabela 7). Fenformin tvori eno vodikovo vez  s proteinom, kompleksa pa eno 
oziroma dve koordinacijski vezi, ki v teh izračunih niso upoštevane. V izračunu se 
upošteva le elektrostatski privlak med kovinskim ionom in proteinom. Iz tega razloga 
izračunanih ocen afinitet ne moremo primerjati. 
Rezultata umestitve kompleksov Pb2+-fenformin in Zn2+-fenformin sta podobni, pri 
kinetičnih meritvah dodatek fenformina poveča afiniteto Pb2+ do katepsina K, na afiniteto 
Zn2+ pa bistveno ne vpliva. Ker je Zn2+ močnejši inhibitor v primerjavi s Pb2+, vpliv 
fenformina težje opazujemo oziroma bi meritve morale biti natančnejše. Možno je tudi, 






V okviru diplomskega dela smo s kinetičnimi meritvami ugotovili, da je fenformin 
hiperbolični inhibitor katepsina K. Ob dodatku fenformina se inhibitorna moč svinčevih 
ionov poveča, medtem ko na inhibicijo s cinkovimi ioni fenformin ne kaže 
signifikantnega vpliva. Zaradi velike merske negotovosti bi bilo nekatere meritve v 
nadaljnjem laboratorijskem delu smiselno ponoviti. Enega izmed virov napak bi lahko 
predstavljala uporaba acetatnega pufra, ki lahko koordinira kovinske ione. Za nadaljnje 
delo bi bilo bolj smiselno uporabiti Goodove pufre, ki v večini ne interagirajo s 
kovinskimi ioni. Zanimivo bi bilo tudi preveriti vpliv dodatka fenformina na inhibicijo 
katepsina K s še nekaterimi drugimi kovinskimi ioni in določiti točen mehanizem 
inhibicije katepsina K s fenforminom. Za slednje bi bilo smiselno okarakterizirati 
kompleksa Zn2+-fenformin in Pb2+-fenformin oziroma ugotoviti, ali kompleksa nastaneta 
pri pogojih merjenja. Zaradi izredne epidemiološke situacije naštetega v laboratoriju žal 
nismo uspeli izvesti. 
V bioinformacijskem delu diplomske naloge smo s programom GaudiMM napovedali 
vezavo fenformina, Zn2+, Pb2+, Zn2+-fenformina in Pb2+-fenformina na katepsin K. 
Rezultati molekulskega prileganja kovinskih kompleksov na makromolekulo 
napovedujejo, da kovinska iona s Cys25 tvorita koordinacijsko vez, fenilna skupina 
fenformina pa se veže na vezavno mesto S2, kot napoveduje primerjava struktur 
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